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第 1章 Polo-like kinase 阻害薬の効果規定因子の探索 
＜背景と目的＞ 
 Polo-like kinase（PLK）には、PLK1〜5の 5種類が存在する。PLKは、C末端側の polo-box 
domainで基質タンパク質を認識し、N末端側の kinase domain でセリン、スレオニンを
リン酸化する。PLK1は細胞周期の M 期において中心体の成熟、紡錘体の形成、染色体
分裂に関与し、細胞分裂を促進させる。PLK1が過剰発現していることは、がんの予後
不良因子となる。そのため、近年 PLK阻害薬が開発されている。BI 2536、BI 6727、
GSK461364などの PLK阻害薬による PLK1の阻害は、細胞分裂を抑制し、アポトーシス
を誘導する。 
 当研究室では、ヒト大腸がん細胞株 HCT 116 を BI 2536で長期間処理することにより
BI 2536耐性細胞（BI 10-1-5、BI 10-1-10、BI 20-1、BI 40-1、BI 40-2）を樹立した。
BI 2536耐性細胞には、P-糖タンパク質（P-gp）が発現していた。高度耐性株（BI 40-1、





 cDNA microarrayを用いて高度耐性株（BI 40-1、BI 40-2）で変動している遺伝子を
探索し、そのタンパク質の発現を確認した。BI 40-1、BI 40-2 細胞では、AKT3の発現
が増加し、MYCの発現が低下していた。 
 ヒト子宮頸がん細胞株 HeLaに一過性に WT-AKT3を導入させ、BI 6727存在下におけ
る細胞増殖能を colony formation assayで検討した。WT-AKT3 細胞は、mock細胞と比
較して有意に生存コロニー数が多かった。WT-AKT3、恒常的活性化変異体 Myr-ATK3を安
定発現する HCT-116 細胞を用いて、PLK阻害薬に対する感受性と caspaseの断片化を検
討した。116/WT-AKT3細胞は、BI 2536、BI 6737、GSK46134に対して約 1.2〜1.5倍の
耐性を示し、116/Myr-AKT3細胞は、BI 2536、BI 6727、GSK461364 に対して約 2〜3倍
の耐性を示した。また、BI 6727によって誘導される caspase-3、-8、-9 の断片化が低
下した。 
 siRNA を用いて MYCの発現を低下させた HCT 116細胞を用いて、PLK阻害薬に対する
感受性と、caspaseの断片化を検討した。MYC siRNA 導入細胞は、scramble siRNA導入
細胞と比較して、BI 2536、BI 6727 に対して約 1.2〜2倍の耐性を示した。GSK461364
に対しては耐性を示さなかった。さらに、MYC siRNA導入細胞では BI 6727 によって誘
導される caspase-3、-8、-9 の断片化が低下した。 
＜考察と結論＞ 









第 2章 Poly（ADP-ribose）polymerase阻害薬の効果規定因子の探索 
＜背景と目的＞ 





する。PARP1 の阻害は、一本鎖 DNA 損傷修復を妨げ、複製フォークによる修復を停止さ














 A2780 細胞を anti-phospho-Histone H2AX Ser 139 antibodyを用いて染色し、共焦
点顕微鏡で γ-H2AX foci 数を測定した。その結果、olaparib処理により、A2780 細胞
では olaparibの濃度依存的に γ-H2AX foci数が増加したが、olaparib 耐性細胞では
その増加は少なかった。一方で、A2780 細胞と olaparib耐性細胞共に、rucaparib と
veliparib 処理による γ-H2AX foci 数の増加は olaparib 処理と比較して少なかった。 
 siRNA を用いて PARP1 の発現を低下させた A2780細胞を用いて、colony formation 
assayと γ-H2AX foci数の測定を行った。その結果、PARP1 siRNA導入細胞は、scramble 
siRNA導入細胞と比較して、olaparibと talazoparibに対し強い耐性を、niraparibに
対し中程度の耐性を示した。rucaparib と veliparib に対しては耐性を示さなかった。
また、PARP1 siRNA導入細胞では scramble siRNA 導入細胞と比較して、olaparib処理
により誘導される γ-H2AX foci数が有意に減少していた。 




が低下し、lactate、fructose-6 が増加していた。次に A2780細胞に rucaparibと




 siRNA を用いて LDHA、LDHBの発現を低下させた A2780細胞を用いて、細胞増殖能を
検討した。LDHA siRNA導入細胞は、scramble siRNA導入細胞と比較して顕著に細胞増




 本研究では、olaparib による細胞傷害性は PARP１の発現に依存していたが、




な off targetが rucaparibの細胞傷害性に影響していると考えられる。 
 以上のことから、rucaparibは、olaparib と異なり PARP1 の発現に依存しない細胞傷
害性を示す。 
 
第 3章 Tyrosine kinase 阻害薬レゴラフェニブの副作用発現に関する研究 
＜背景と目的＞ 










る服薬指導を施行していない 3 例を除いた 98例を研究対象とした。 



















 本研究で用いた Polo like kinase (PLK) 阻害薬、Poly (ADP-ribose) polymerase 
(PARP) 阻害薬は、がん細胞の増殖を阻害する薬であるが、どのような作用を示し、そ
の結果どのようながん細胞に有効性を示すかは、まだ未解明な部分が多い。本研究では、




①Polo like kinase 阻害薬の効果に影響を与える因子の検討 
 ヒト結腸がん細胞 HCT 116 由来の BI 2536 耐性細胞のうち、P-gp 発現以外の耐性機
構を持った高度耐性株 (BI 40-1、BI 40-2) では、AKT3の発現が増加し、MYC の発現が
低下していた。AKT3 を恒常的に活性化する変異体を安定発現させた HCT 116 細胞と
siRNA を用いて MYC の発現を低下させた HCT 116 細胞は、PLK 阻害薬に対して耐性を示
した。これらの細胞では、PLK 阻害薬 BI 6727 処理で誘導されるアポトーシスに関わる
caspase の断片化が低下していた。 
②Poly (ADP-ribose) polymerase阻害薬の効果に与える因子の検討 
 ヒト卵巣がん細胞 A2780 由来の olaparib 耐性細胞を 3 株樹立した。これらの細胞は
PARP1の発現が欠損しており、olaparibに対して耐性を示したが rucaparib に対しては
耐性を示さなかった。siRNA を用いて PARP1 の発現を低下させた細胞でも同様の結果で
あった。Olaparib と rucaparib を処理した A2780 細胞をメタボローム解析した結果、
rucaparib 処理では、lactate、PRPP、IMP、XMP が低下していた。さらに rucaparib を
処理した A2780細胞は、培養上清中の乳酸量が rucaparibの濃度依存的に低下した。③
Tyrosine kinase 阻害薬レゴラフェニブの副作用発現に関する研究 
 がん研究会有明病院にてレゴラフェニブを投与された大腸がん患者の手足症候群の
発現状況を後方視的に調査した。手足症候群の発現率は、全 Grade：81%、Grade 3：34%
であり、Grade 3の発現は、足が手に比べて高かった。発現時期は、全 Grade：7日 (手：
14日、足：10日)、Grade 3：15日 (手：17 日、足：15日) であった。1サイクル以内
に Grade 2の手足症候群を発現させるリスク因子は検出されなかった。 
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